








学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位 授 与 年月 日
学位 授 与 の条 件
研 究 科 専 攻











学位規則第4条 第1項 該 当
東北大学大学院医学系研究科
(博士課程)医 科学専攻
シ リカ コー テ ィ ング蛍 光 ナ ノ粒 子 を用 い たセ ンチ
ネ ル リ ンパ 節 生 検 並 び に リ ンパ 節 到 達 様 式 に関 す
る研 究
論 文 審 査 委 員
(主 査)
教授 大 内 憲 明 教授 福 出 寛
教授 谷 内 一 彦
一285一
論 文 内 容 要 旨
[背 景 ・ 目 的]
セ ンチネル リンパ節生 検 はオ ーダー メイ ド医療 を具現化 す る技術 といえる。 現在 ラ ジオ ァイソ
トー プ法,色 素 法 の2種 類 が一般 に施行 されてい るが,前 者 は放射線管 理区域 で しか使 用 できな
い ことか ら施設 が限定 され るこ とや,少 量 とはいえ被爆 の問題が ある。後者 は色素 注入か ら切 開
まで適切 な時 間を要求 され,客 観 的評 価が困難 で ある事,検 出感度 がやや低 い事,体 外診 断でき
ない事等 それ ぞれ短所 が ある。 それ らの欠点を補 い うる新 しい トレーサーが求 め られて い る。蛍
光計 測法 は これ らの欠 点 を解決 し得 る新 しいセ ンチネル リンパ節検 出技術 と して期 待 され,蛍 光
ナ ノ粒 子 を新 しい トレーサ ー と して利用 す る試 み がな され て いる。 これ まで我 々は,粒 径100
nmの ポ リスチ レン蛍 光 ビーズの シ リカ コーテ ィ ングに成 功 し,蛍 光寿命 の延 長 な ど蛍光特 性の
改善 を認 めた,本 研 究 では シ リカコーテ ィング法 をナ ノ粒子 の安定化 技術 と して用 いるべ く,20
nmお よび40nmの 蛍 光 ビーズの シ リカコーテ ィングを試 み,シ リカによ るカプセル化合 成条件
の探索 を行 い,更 に動物実験 を通 じてセ ンチネ ル リンパ節 の蛍光 造影 効果 を検 証 した。
[方 法]
蛍光 波長680nmで 粒 径20nmお よび40nmの ポ リスチ レン蛍光 ビー ズをSt6ber法 によ りシ リ
カ コーテ ィング した。 シ リカ供給源 であ るTetraethylortsilicate(TEOS)の 濃度 を0。00038-0.2
Mの 範 囲で 変 え,最 適 な 条件 を検討 した。 動物 は ラ ッ ト(ド ン リュ ウ,オ ス5-7週 齢,体 重
150-170g)を それ ぞれ の粒 子 につ き5匹10肢 ずつ実 験 に用 いた。 シ リカ コーテ ィング蛍 光 ナノ
粒子 を ラ ッ ト後 肢足背 に皮下注射後,鼠 径部 お よび膝窩部 に レーザ ー光 を当て,1,10,20,30,
60,120,180分 後 に それぞれ を蛍光計 測 した。 そ の後 リンパ節 を摘 出 し,蛍 光 の確 認,透 過 電
子 顕微鏡(TEM)に よる蛍 光 ナノ粒 子並 びに組織観察,従 来 のパテ ン トブル ーを用 いた色素 法
との比較検討 を行 った。 さ らに,シ リカコーテ ィング蛍 光 ナノ粒子及 び色素法 の間で検 出感 度を
比較 した。
[結 果]
TEOSO.02Mで 厚 さ10nmの シ リカ層 を生 成 し,20nmお よび40nmの ビー ズか らそれぞれ
粒径40nmお よび60nmナ ノ粒 子 を作製で き るこ とが わか った。 セ ンチネル リ ンパ 節造影 例 に
お いて は,粒 径40nmお よび60nmの シ リカ コーテ ィング蛍 光 ナノ粒 子 の ラ ッ ト足背 皮下 投与
後双方1分 後 には下肢 の皮 下 リンパ管 が造 影 され,30分 後 に は鼠径 または膝 窩の どち らか の リン
パ節 が造 影 されは じめ,60分 後 には鼠径お よび膝 窩 リンパ節 が明確 に確認 で きた。120分 後 もリ
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ンパ管及 び リンパ 節全体の造影 が維 持 され,コ ーテ ィング しない粒子 に比べて造影 時間の延長 を
認 めた。 粒 径40nmの シ リカ コーテ ィ ング蛍 光 ビーズ の リンパ 節検 出感度 は50%で あ り色 素 法
とほぼ 同等 で あ り,粒 径60nmの シ リカコーテ ィング蛍光 ナ ノ粒 子 の検 出率70%と 高 い ことが
わか った。TEMに よる観察 では40nm及 び60nmの シ リカ コー テ ィング蛍光 ナ ノ粒子 は双方 に
観 察 され た ことか らマクロ ファー ジに貧食 されて受動 的 に リンパ節 に運 ばれ る もの と直接 リンパ
管 を リンパ流 に乗 って輸送 され るものの両方 が存在 す るこ とがわか った。
[考 察]
粒径40nmお よび60nmの シリカコーティング蛍光ナノ粒子は遊走性貧食細胞であるマクロファー
ジ並びに リンパ節内在性貧食細胞である樹状細胞の双方に観察されたことか ら直接 リンパ管を通 っ
て リンパ節の樹状細胞 に取 り込まれて造影効果が得 られる場合 といったんマクロファージに取 り
込まれてからマクロファー ジの移動によるリンパ節の造影効果が得られる場合の二通 りの輸送様
式が存在す ることが強 く示唆 された。 シリカコーティング技術は蛍光ナノ粒子を保護することで
蛍光寿命の改善,安 全性確保,ま たサイズ調節による組織滞留性の向上等の点か ら様々な応用が
考え られる。本研究によ りTEOS濃 度を変えることで微細なナノ粒子のコーテ ィングを行い得
ることがわかった。今後の展開 として,大 型動物モデルによる有用性並びに長期を含めた安全性
の確認 更に,シ リカ層表面への機能分子修飾による応用の拡大を目指 している。 シリカコーティ
ング蛍光ナノ粒子は簡便で低侵襲な画像診断を実現する上で極めて有用な技術を考え られる。
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審 査 結 果 の 要 旨
セ ンチ ネル リンパ節生検 はオーダーメイ ド医療 を具現化 す る技 術 といえ る。現 在 ラ ジオ アイ ソ
トー プ法,色 素法 の2種 類 が一般 に施行 されてい るが,前 者 は放射線 管理 区域で しか使 用で きな
い ことか ら施 設が 限定 され,わ ずか とはいえ被爆 の問題 があ る。 後者 は色素注入 か ら切 開 まで適
切 な時間 を要求 され,客 観 的評 価が困難 であ る事,検 出感 度がやや低 い事,体 外 診断 で きない事
等 それ ぞれ短 所 があ る。 それ らの欠点を補 い うる新 しい トレーサ ーが求 め られて い る。 蛍光計測
法 は これ らの欠 点を解決 し得 る新 しい検 出技術 として期待 され,最 近蛍光 ナノ粒子 を新 しい トレー
サー と して利用 す る試 みがな されてい る。 これ まで我 々は,粒 径100nmの ポ リスチ レン蛍光 ピー・
ズの シ リカ コーテ ィングに成功 し,蛍 光寿命の延長 な ど蛍光特性 の改善 を認 めた,本 研究 では シ
リカ コー テ ィング法 を蛍光 ナ ノ粒子 の蛍光安定 化技 術 と して用 いるべ く,超 微細 な20nmお よ
び40nmの 蛍 光 ビー ズの シ リカ コー テ ィングを試 み,シ リカによ るカ プセル化 合 成条 件 の探索
を行 い,更 に動物 実験 を通 じて セ ンチネル リンパ節 の蛍光造影効果 を検証 した。
TEOSO.02Mで 厚 さ10nmの シ リカ層 を生 成 し,20nmお よび40nmの ビー ズか らそれぞれ
粒径40nmお よ び60nmの ナ ノ粒子 を作製す るこ とが で きた。 セ ンチ ネル リ ンパ 節造 影例 にお
いて は,粒 径40nmお よび60nmの シ リカ コーテ ィ ング蛍光 ナ ノ粒子 の ラ ッ ト足 背皮 下投与 後
双方1分 後 には下 肢 の皮下 リンパ管が造影 され,30分 後 には鼠径 または膝 窩 の どち らかの リンパ
節 が造影 され は じめ,60分 後 には鼠径 お よび膝 窩 リンパ節 が体表 か ら明確 に蛍 光観察 できた。
120分 後 も リンパ管 及 び リンパ節全体 の造 影が維持 され,コ ーテ ィング しない粒子 に比 べて造影
時 間 の延 長 を認 め た。 粒 径40nmの シ リカコーテ ィング蛍 光 ビーズの リンパ 節検 出感 度 は50%
であ りラ ッ トにパ テ ン トブル ー を用 いた色素法 とほぽ 同等 で あ るの に対 し,粒 径60nmの シ リ
カ コー テ ィング蛍 光 ナ ノ粒子 の検出率は70%と 高 い ことがわか った。TEMに よ る観察 では粒径
40nmお よび60nmの シ リカコーテ ィング蛍光 ナ ノ粒 子 は遊走性貧食細 胞 であ るマ クロフ ァー ジ
並 びに リンパ節内在性貧食細胞である樹状細胞 の双方 に観察 された ことか ら,直 接 リンパ管を通 っ
て リンパ節 の樹状 細胞 に取 り込 まれて造影効果 が得 られ る場合 とい った んマ クロフ ァー ジに取 り
込 まれ てか らマ クロ ファー ジの移動 による リンパ節 の造影効果 が得 られ る場 合の二 通 りの輸送様
式が存在 す る ことが強 く示唆 され た。
本研究 によ りTEOS濃 度 を変 え ることで超 微細 な ナノ粒子 の シ リカ コー テ ィ ング に成功 した。
シ リカ コー テ ィ ング技術 は蛍光 ナ ノ粒子 を保護 す ることで蛍 光寿 命の改善,安 全 性確保,ま たサ
イズ調節 によ る組織 滞留性 の向上等 の点か らセ ンチネル リンパ節 に極 めて有用 と考 え られ る。 今
後 の展 開 と して,大 型動物 モデルによる有用性 並 びに長期 を含めた安全性 の検証,更 に,シ リカ
層表面 の機能 性分子 修飾 によ る応用 の拡大 を 目指す。 シ リカコー テ ィング蛍光 ナ ノ粒子 は従来 に
ない機 能 を利 用 した新 しい画像診 断 と医療 の個 別化 を実現 す る上で極 めて有用 な技術 と して期待
され る。
よ って,本 論文 は医学博 士の学位論 文 に値す る。
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